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 خلاصه
. ثر هستندؤهان مها انسان در جروی سلامت و کیفیت زندگی میلیون‌های دندانی بر‌بیماری :مقدمه
های بنیادی مزانشیمی ‌پایین بر تمایز سلول شدت ثیرات امواج فراصوت پیوسته باأدر این مطالعه ت
ها که مسئول ساخت و ترمیم عاج هستند، مورد بررسی قرار ‌های ادونتوبلاست‌مغز استخوان به سلول
 . گرفته است
قرار ) SBF(م جنین گاوی های مغز استخوان رت در محیط محتوی سر‌سلول :روش بررسی
فراصوت، محیط تمایز و فراصوت و محیط (گروه ‌ها به سه‌سلول. کشت داده شدند 3و تا پاساژ  گرفتند
 و با شدت  مگاهرتز1ها در معرض موج فراصوت در مد پیوسته  با فرکانس ‌سلول. تقسیم شدند) تمایز
mc/Wm
ها پس از تیمار با ‌نتوژنیک سلولتوان زیستی، تکثیر و تمایز ادو. قرار گرفتند 333 2-
 . فراصوت ارزیابی شد
که در معرض تابش ‌ها هنگامی‌نشان داد که توان زیستی و تکثیر سلول TTMتست  ۀنتیج :ها‌یافته
آنالیز بیان ژنی ). P5/35(داری نسبت به گروه کنترل بالاتر بود طور معنی‌گیرند بهفراصوت قرار می
های ادونتوژنیک در گروه محیط تمایز و فراصوت نسبت به سایر ‌ان ژنداری را در بیافزایش معنی
 . )P5/15(ها نشان داد ‌گروه
های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان رت، ‌پایین، سلول شدت فراصوت پیوسته با :های کلیدیواژه
 تمایز ادونتوژنیک
 مقدمه
تجدیدی و تمایز ‌های بنیادی بزرگسال با توانایی خود‌سلول
کنند و گانه نقش مهمی را در تکوین بافت جنینی بازی می‌دچن
ساز برای ترمیم بافت و پزشکی عنوان یک منبع سلولی پیش‌به
های ‌سلول ۀوسیل‌هترمیم بافت ب. ]1[روندکار می‌به 1ترمیمی
قبیل ‌ها از‌های حیوانی برای بسیاری از بافت‌بنیادی در مدل
غضروف مفصلی، استخوان، تاندون، ماهیچه و بافت چربی انجام 
و یا  ]2[سلولی ۀطالعاتی از قبیل پیوند مستقیم تودم. شده است
های بنیادی با اسکافولدهای ‌ترکیب سلول ۀوسیل‌هترمیم بافت ب
های جدید و امیدبخشی ‌سازد که استراتژیما را قادر می]3[سازگار
کار ‌ویژه برای بازسازی دندان به‌ههای سخت ب‌را برای ترمیم بافت
توانند که می 2)sCSMB(های بنیادی مغز استخوان ‌سلول. بریم
 به چندین دودمان سلولی تمایز یابند، کاندیدای مناسبی برای 
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تشکیل ساختارهای . ]4[باشنددندان و استخوان می ترمیم بافت
ها با دخالت کموتاکسی، ‌و ترمیم آن) استخوان و دندان(سخت 
نتیجه ‌تکثیر سلولی، تمایز و سنتز ماتریکس خارج سلولی و در
ایی، بیومکانیکی، سلولی و یهای بیوشیم‌برهمکنش بین سیگنال
امواج  ،طبق مطالعات گذشته. ]3[گیرد‌هورمونی صورت می
های استخوان را در ‌پایین بهبود شکستگی شدت فراصوت با
و سبب افزایش قدرت مکانیکی  دنکن‌میانی تسریع های حیو‌مدل
و کاربرد آسان  هستندامواج فراصوت غیر تهاجمی . ]7و6[شوندمی
مخرب  گرمایی و های‌دلیل شدت پایین، اثر‌دارند، همچنین به
شده در ‌های جدا‌ثیر اموج فراصوت بر سلولأبررسی ت. ندارند
محیط آزمایشگاهی نشان داد که تحریک فراصوت منجر به 
مورد ‌مطالعات گذشته در.  ]9و8[شودافزایش سنتز پروتئین می
ثیر فراصوت بر تمایز کندروژنیک نشان دادند که این امواج أت
و بیان  ]51[سولفات‌ها، کندروئیتین‌توانند سنتز پروتئوگلیکان‌می
 پژوهشیمقاله 
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کنند که این نتایج پیشنهاد می .را افزایش دهند ]11[اگریکان
های ماتریکس خارج ‌امواج فراصوت ممکن است سنتز پروتئین
 موضوع این ۀدهند‌نشان بسیاری تحقیقات. سلولی را تحریک کنند
 چسبندگی(سلول غشای در تغییر ییفراصوت توانا که هستند
 تکثیر توان و کلسیم جریان غشاء،تراوایی  در تأثیر سلولی،
 که سیگنالی گذردهی سازی مسیرهای‌فعال توانایی نیز و) ها‌سلول
 باعث فراصوت تابش. باشددارا می را شودمی ژنی بیان به منجر
 عنوان‌به آن از سلول و شودسلولی می درون کلسیم مقدار افزایش
 کند عالف را سیگنالی مسیرهای گذردهی تواندمی که کوفاکتوری
 . ]21[ژنی است بیان آن نتیجۀ و کندمی استفاده
بنابراین هدف این مطالعه بررسی این فرضیه است که آیا امواج    
عنوان یک عامل فیزیکی ‌پایین به شدت فراصوت پیوسته با
 د؟    نرا پیش ببر sCSMBتوانند تکثیر و تمایز ادونتوژنیک ‌می
 
 روش بررسی
 4-6رت نژاد ویستار پس از کشتن  :sCSMBجداسازی و کشت 
کردن ‌و پس از پاک شدندتیبیا جدا  های فمور و‌ای، استخوانهفته
 MEMD3ها از بافت نرم اطراف، داخل محیط کشت‌آن
و ) ASU ,ocbiG(درصد 31 SBF4حاوی) ASU ,ocbiG(
سپس . قرار داده شدگراد ‌درجۀ سانتی 4 بیوتیک در دمایآنتی
ها قطع گردید ‌دو انتهای استخوان. به زیر هود منتقل گردید ها‌لوله
 در 3روش فلاشینگ‌ها بهمغز استخوان22سر سوزن و با استفاده از
 3مدت‌به 5521ها با دور‌سلول. قرار گرفتداخل محیط کشت 
وژ شدند و پلت سلولی در ظرف مناسب در شرایط یدقیقه سانتریف
و رطوبت اشباع  درصد 3 2OC، گراد‌درجۀ سانتی 73دمایی 
جام چسبنده با ان‌های غیر‌ساعت، سلول 84پس از . انکوبه شدند
ای ها هفته‌و پس از آن محیط سلول شدند‌تعویض محیط برداشته
درصد کف ظرف توسط  58-59که ‌زمانی. دوبار تعویض شد
 درصد 5/32 ATDE/nispyrTها توسط ‌ها پر شد، سلول‌سلول
برای انجام آنالیزها  2های پاساژ ‌از سلول. جدا و پاساژ داده شدند
 . استفاده شد
پس از تیمار با  ها‌سلول :آنالیز فلوسایتومتری
های اولیه ‌بادیبا آنتی 351×2در تراکم ‌ATDE/nispyrT
ها از ‌برای تعیین ماهیت سلول. دقیقه انکوبه شدند 53مدت‌به
متصل به  09DCبادی آنتی
های ‌سلول ۀ، مارکر ویژ)CN,hgielaR,cetoreSDbA(CTIF
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 ,egdirbmaC,macbA(43DCبادی بنیادی مزانشیمی و آنتی
ها پس ‌سلول. های هماتوپوئیتیک استفاده شد‌مارکر سلول ،)AM
 CTIFبادی ثانویه متصل به دقیقه با آنتی 52مدت‌از شستشو به
دستگاه  ۀوسیل‌هها ب‌پس از شستشو، سلول. شدندانکوبه 
 . آنالیز شدند) rubilaCSCAF ,DB(فلوسیتومتری
ک برای تمایز استئوژنی :sCSMBتمایز استئوژنیک و آدیپوژنیک 
کف ظرف را پر کردند،  درصد 58 ،2های پاساژ‌از اینکه سلول‌پس
 53m/gm محیط رشد سلولی با محیط القاء تمایز حاوی
بتا 51mMدگزامتازون و  51 Mnفسفات،  2آسکوربیک اسید 
ها توسط ‌هفته تعویض شد سپس سلول 3مدت‌فسفات به‌گلیسرول
پوژنیک، محیط برای تمایز آدی. آمیزی شدندد رنگرنگ آلیزارین رِ
 3مدت‌ایندومتاسین به 53lm/gm دگزامتازون و551Mnحاوی
آمیزی د رنگها توسط رنگ اویل رِ‌هفته استفاده شد سپس سلول
 . شدند
 ,i091 noitcayhPدستگاه فراصوت مدل :تابش فراصوت
 پدیدۀ حذف و کاهش برای مگاهرتز 1با فرکانس ynamreG
 از استفاده با فراصوت بعمن کالیبراسیون. شد انتخاب سازی‌حفره
 ترازوی یک از استفاده با روش این در. شد انجام تابشی فشار روش
 ناحیۀ. گردید گیری‌اندازه فراصوت موج تابشی فشار بالا دقت با
 از و آمد دست‌هب رنگ و کاغذ از استفاده با فاصلۀ محوری دورترین
 ینبیشتر محاسبۀ برای فراصوت، میدان آمده برای‌دست‌هب شکل
دقیق آن از ترموکوپل نوع  ۀبرای یافتن منطق. استفاده شد 6شدت
بعد از یافتن . گردیدمتر استفاده میلی 5/3با ضخامت حدود  T
MAL
مبنای ثابت بودن ‌شدت و زمان مناسب برای آزمایش بر 7
چاهکی 21و در پلیت  MAL ۀدمای درون ظرف کشت در ناحی
). فزایش دما مجاز بودگراد اسانتی ۀدرج1کمتر از(دست آمد‌هب
 میدان ابعاد با انطباق آن چاهکی21 کشت ظرف از استفاده علت
 طرف‌در دو دما ،آزمایش صحت از اطمینان برای. بود فراصوت
 محیط آب در آن کف متری‌میلی2در نیز و چاهک بیرون و درون
برای . آمد‌دست‌هب)333 2-mc/Wm(شده‌انتخاب شدت برای
دقیقه  3مدت‌طور روزانه به‌ها به‌شده سلول‌تمامی آنالیزهای بررسی
 . دیدندتابش می
ها پس از تیمار با ‌برای تعیین توان زیستی سلول: TTMتست ‌
ترتیب که ‌بدین. شد‌استفاده TTMامواج فراصوت از تست
و گروه فراصوت ) بدون فراصوت(از گروه کنترل  2های پاساژ‌سلول
چاهک کشت /ولسل 451چاهکی در تراکم69های‌در پلیت) SU8(
به  TTMمحلول 3:1ها به نسبت ‌پس از اتصال سلول. داده شدند
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سپس . ساعت انکوبه شدند1مدت‌هر چاهک اضافه شد و به
و  شدحل 9OSMDشده توسط محلول‌های تشکیل‌کریستال
نانومتر توسط دستگاه الایزا  543ها در طول موج ‌جذب آن
 . شد‌خوانده
برای القاء تمایز همراه  :  اهتمایز ادونتوژنیک در محیط آزمایشگ
های ‌متر در پلیتسانتی/سلول 451×2ها در تراکم‌با فراصوت، سلول
ها کف ظرف را پر ‌اینکه سلول‌از‌بعد. چاهکی کشت داده شدند21
معرض فراصوت و محیط ‌‌ها در‌کردند، برای القاء تمایز، سلول
گلیسرول ‌بتا 51 Mmآسکوربیک اسید،  53 lm/gµتمایز حاوی
 . گیرنددگزامتازون قرار می  7-51ات و فسف
روز تنها تحت  12مدت‌ها به‌، سلول1گروه  :های آزمایشی‌گروه
روز  12مدت‌ها به‌، سلول2گروه ). SU(ثیر فراصوت قرار گرفتندأت
گروه ). ffiD(ثیر محیط تمایز ادونتوژنیک قرار گرفتندأتنها تحت ت
یز قرار گرفتند ها هم در معرض فراصوت و هم محیط تما‌، سلول3
ها نه در معرض فراصوت و نه ‌و گروه کنترل، سلول) ffiD+SU(
 ). tnoC(محیط تمایز بودند
های آزمایشی ‌ها در تمام گروه‌سلول:  یکمّ‌نیمه RCP-TRآنالیز  
: های ادونتوژنیک نظیر‌از لحاظ بیان ژن 12و  41، 7در روزهای 
، )CO( ، استئوکالسین)PLA( فسفاتاز‌آلکالین
) PSB( ، بون سیالوپروتئین)PPSD( سیالوفسفوپروتئین‌تیندن
. انتخاب شد 11عنوان ژن مرجع‌به HDPAGبررسی شدند و ژن 
های مورد نظر با استفاده از کیت ‌کل سلول ANR منظور‌بدین
جداسازی شد سپس   )narheT ,neganiC(SULP-XNR
برداری معکوس توسط پرایمر آن با استفاده از نسخه ANDc
 .ساخته شد) satnemreF(ANDcو کیت سنتز  )Td(ogilo
و ) satnemreF(RCP توسط کیت‌RCP واکنش ،ادامه‌در   
. سیکل انجام شد 33در ) 1طبق جدول ( شده‌پرایمرهای طراحی
آگارز  درصد 1/7های ژل ‌درون چاهک RCPدرپایان، محصول 
ها در ‌ی ژنمیزان بیان کمّ. و اعمال ولتاژ صورت گرفت شدریخته 
صورت  paM dnaB VUافزار ‌قایسه با ژن مرجع توسط نرمم
 . گرفت
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 RCP-TRشده در آنالیز  توالی پرایمرهای استفاده :1جدول
معیار ‌انحراف ±صورت میانگین‌هشده در مقاله ب‌مقادیر ذکر :آنالیز آماری
و  tset t s’tnedutSآنالیزهای  ۀوسیل‌هآماری ب ۀمحاسب. باشندمی
 .تعریف شد‌p 5/35صورت‌هدار بانجام شد و تفاوت معنی AVONA
 
 هایافته
ها در کشت اولیه توانایی تشکیل ‌سلول: شده‌کشت sCSMBخصوصیات 
قابل تشخیص  21های خونی‌ها سلولکلونی یونی را نشان دادند و بر روکل
بین ‌شکل بودند ولی در‌ها دوکی‌نظر مورفولوژی، اکثریت سلول‌از. بودند
 3-2ها در پاساژ ‌سلول. وجهی نیز قابل تشخیص بود‌های چند‌ها سلول‌آن
طول مراحل تحقیق از ‌در. شدندهای خونی و خالص می‌عاری از سلول
 ). 1شکل (برای انجام آنالیزها استفاده شد 3-2های پاساژ ‌لسلو
 
 های مغز استخوان رت‌سلول)C(و پاساژ دو) B(، پاساژ یک)A(کشت اولیه :1شکل
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 شده‌های جدا‌تعیین ماهیت سلول
شان از مغز ‌اساس ویژگی چسبندگی‌ها بر‌سلول: sCSMBفنوتیپ 
تری برای مارکر آنالیز فلوسایتوم ۀوسیل‌هاستخوان جدا شدند و ب
نتایج . های بنیادی مزانشیمی مشخص شدند‌سلول ۀسطحی ویژ
، 09DCدر پاساژ دوم، مارکر  sCSMBنشان داد که اکثریت 
، شکل 99/43( کنند مارکر سلولهای بنیادی مزانشیمی، بیان می
، مارکر 43DCدر مقابل اکثریت سلولها، از نظر بیان مارکر ). A.2
 ).  B. 2، شکل 2/97(  دند سلولهای خونی، منفی بو
 
وسیلۀ ‌شده از مغز استخوان رت به‌جدا sCSMBفنوتیپ : 2شکل
بیان مارکر سطحی ) B، 09DCبیان مارکر سطحی) A. فلوسیتومتری
 .43DC
 
نظر پتانسیل تمایز ‌در پاساژ دوم از sCSMB: پتانسیل تمایز
اء از الق‌بعد. استئوژنیک و آدیپوژنیک مورد بررسی قرار گرفتند
شروع به ترشح ماتریکس معدنی کردند  sCSMBاستئوژنیک، 
طور مثبت رنگ شدند همچنین به ‌به deR nirazilAکه توسط 
ها ‌های آدیپوسیت تمایز یافتند و سپس قطرات چربی آن‌سلول
 ). 3شکل (رنگ شدند deR liOتوسط 
 deR nirazilAتمایز استئوژنیک با . sCSMBپتانسیل تمایز  :3شکل
 . 52 ×بزرگنمایی ). C(و کنترل )B( deR liO، تمایز آدیپوژنیک با )A(
 
 TTMنتایج تست : بعد از تابش فراصوت sCSMBتوان زیستی 
که ‌هایی‌سلول)توان زیستی(31نشان داد که میزان جذب نوری
که ‌هایی‌با سلول ۀمقایس‌در ،معرض تابش فراصوت قرار گرفتند‌در
 ). 4شکل(،)p 5/35(ری بالاتر استداطور معنی‌اند، بهتابش ندیده
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شده در معرض تابش فراصوت ‌داده‌کشت sCSMBتوان زیستی  :4شکل
 ).کنترل(و بدون فراصوت 
 
های ‌نتایج نشان داد که بیان ژن: یکمّ‌نیمه RCP-TR   
در گروهی که ) PPSD ,PSB ,CO ,PLA(ادونتوژنیک 
هم تحت تیمار محیط  ها هم در معرض تابش قرار داشتند و‌سلول
و  SUهای ، نسبت به گروه)ffiD+ SU(ادونتوژنیک بودند، 
که در گروه ‌حالی‌در). p 5/35(داری بالاتر بودطور معنی‌به ffiD
 ). 3شکل (، بیانی مشاهده نشدPLAاستثناء ژن‌کنترل به
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. یکهای ادونتوژن‌ثیر امواج فراصوت بر میزان بیان ژنأت :3شکل
پروتئین، ‌فسفو‌دنتین سیالو) Bآلکالین فسفاتاز، ) Aبرای   ANRmبیان
برای گروه : p 5/35*. سیالوپروتئین‌بون) Dاستئوکالسین و ) C
در برابر  ffiDبرای گروه : P5/15**ها،‌مقابل سایر گروه‌در ffiD+SU
 .   tnoCدر مقابل گروه  SUبرای گروه : p 5/35#، tnoCو  SUگروه 
 
 بحث
 این مطالعه بر این اساس طراحی شد که آیا امواج فراصوت با
طور معمول برای برداشتن تاج دندانی در ‌که به پایین شدت
های استخوانی و همچنین در ‌پزشکی، در بهبود شکستگیدندان
تواند در گیرد، میالقاء تمایز استئوژنیک مورد استفاده قرار می
ی که مسئول تشکیل و ترمیم سلول دندان یها‌ایجاد ادونتوبلاست
های اخیر ‌سال‌در. ثر واقع شودؤنیز م ]31[عاج دندان هستند
حال ‌ثیر بیولوژی فراصوت بر بافت دندان درأت ۀمطالعاتی در زمین
عنوان یک ابزار درمانی ‌تواند بهبررسی است و اینکه آیا فراصوت می
ثر در ؤهای م‌مکانیسم. ]41-61[برای ترمیم دندان استفاده شود
طور کامل شناخته نشده ‌بیولوژیکی فراصوت هنوز به های‌ایجاد اثر
 41ثیرات بیومکانیکی غیر حرارتیأشود که این تاست ولی تصور می
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ثر ؤهای مختلف م‌روی سلول‌تواند برفراصوت است که می
      .]31[باشد
تواند حاضر، ما نشان دادیم که تابش فراصوت می ۀدر مطالع   
های ‌سلول. القاء کند sCSMBز ادونتوژنیک را در تکثیر و تمای
را بیان ‌PPSD,PSB ,CO ,PLAهای‌یافته توانستند ژن‌تمایز
متصل به  31فسفاتاز که عامل استر‌آنزیم آلکالین). 3و4شکل(کنند
کند، ‌ترکیبات فسفات ارگانیک را در شرایط قلیایی هیدرولیز می
ما یافتیم . کندشدن استخوان بازی می‌نقش مهمی را در کلسیفیه
حضور و فقدان امواج فراصوت و محیط ‌در PLAکه فعالیت 
حال سطح فعالیت ‌هر‌یابد ولی بهتدریج افزایش می‌به) کنترل(تمایز
داری نسبت به دو گروه دیگر طور معنی‌به ffiD+SUآن در گروه 
کند تحریک امواج فراصوت و کنترل بالاتر بود که این پیشنهاد می
سبب  PLAور روزانه ممکن است با افزایش فعالیت ط‌پیوسته به
روی ‌ثیر امواج را برأمطالعات قبلی که ت. شدن شود‌افزایش معدنی
نشان دادند که این امواج  ،های ادونتوبلاست بررسی کردند‌سلول
ها ‌بیان ژنی آن  و توانند اثر مشخصی بر تکثیر، توان زیستیمی
 شدت تحقیقات نشان دادند که فراصوت با. ]31و41[داشته باشند
اثر مستقیم خود را بر  سلولی‌پایین با افزایش مقدار کلسیم درون
افزایش  ۀاثر ویژ. یندهای فیزیولوژیک سلول خواهد گذاشتآفر
اندازی مسیرهای سیگنالی بیان ژنی کلسیم درون سلولی، راه
در این تحقیق با توجه به حذف اثر حرارتی فراصوت، . ]71[است
در . ها بوده استبررسی اثر خالص موج فراصوت بر سلول درسعی 
مطالعات قبلی نشان داده شده است که فراصوت توانایی برانگیزش 
بنابراین . ]91و81[باشدستخوان را دارا میمسیرهای تمایزی به ا
کند که امواج فراصوت ‌بار گزارش می‌این مطالعه برای اولین
توانند سبب تکثیر و تمایز ادونتوژنیک پیوسته با شدت پایین می
های بنیادی مزانشیمی و ترشح ماتریکس خارج سلولی و ‌سلول
 .شوند61شدن عاج دندان‌معدنی
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